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I 0 A N T E C E D E N T E S 
4. 
lo 1 Necesidad de una diferenciación "bioquímica de las especies T«> 
aestivum y T. durumo 
El género Triticum comprende 14 especies (Schieman, 1951) de 
las que siete corresponden a formas cultivadas de trigo de grano des-
nudo. Puede decirse que más del JO'fo del trigo cultivado pertenece a 
la especie T. aestivum (sin* T. vulgare), que es hexaploide (2n «42). 
La mayor parte del 10;¿ restante corresponde a variedades de la especie 
To durum (tetraploide, 2n = 28)
 0 
Aunque los trigos de una y otra especie pueden usarse indis-
tintamente para panificación o para pastificación, los pertenecientes 
a la especie T. aestivum son especialmente aptos para la primera, y los 
de la especie T. durum constituyen la materia prima indispensable pa-
ra la obtención de pastas alimenticias de buena calida,d. 
Las harinas de T. durum son excesivamente cuastasicas y su — 
uso en panificación origina problemas difícilmente solubles. Igual— 
mente, la utilización de sémolas de T. aestivum en la elaboración de 
pastas alimenticias no permite conseguir productos con las caracterís_ 
ticas deseadas: -una pasta debe ser tenaz, de color amarillo claro, y 
al cocerse, debe esponjarse sin deformación, tener cierta elasticidad 
y no ablandarse excesivamente. Las razones que dificultan la pastifi_ 
cación de las sémolas de T. aestivum constituyen una incógnita cuyo — 
esclarecimiento puede conducir a la utilización de éste tipo de trigos 
en la fabricación de pastas de calidad. En tanto no se resuelva este 
problema, el uso de T. aestivum en pastificación debe considerarse — 
como un fraude económico, ya que los trigos de la especie de To &u 
rum, por su menor productividad y por las restricciones geográficas 
de su cultivo, alcanza cotizaciones muy Superiores. 
En las normas alimenticias francesa e italiana, figuran 
sendos artículos en los que se especifica que las pastas alimenti-
cias deben ser elaboradas con T. durunu Asimismo en el anteproyejc 
to de nuestro código alimenticio figura un artículo similar. La — 
existencia de especificaciones de este tipo haoe necesarios métodos 
analitícos para determinar si una pastas* alimenticia ha, sido fabri-
cada total o parcialmente con T. aestivum» 
La identificación de los granos de ambas especies es re_ 
lativamente fácil. Sin necesidad de llegar a un conteo de cromoso-
mas, se consigue diferenciarlos por el simple examen de algunas ca-
racterísticas morfológicas. Los granos de T. durum son más largos, 
tienen los extremos más afilados, la sección transversal más trian^u 
lar, los lóbulos más separados, el surco más abierto, y el endosper— 
mo más vitreo que los de la esj^ ecie T. aestivum. Por el contrario, 
el problema de la diferenciación de estas especies en los productos 
intermedio y final de la pastificación no puede abordarse más que — 
por el examen analítico de sus características bioquímicas0 
Base genética para una diferenciación bioquímica interespe-
oífica» 
Para los organismos que se reproducen sexualmente, la — 
lo 2 
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especie consiste en un conjunto de individuos dentro del cual exis-
te libre intercambio genético y fuera del cual este intercambio es-
tá total o parcialmente impedido por diversos tipos de mecanismo de 
aislamiento o 
El intercambio genético entre individuos de una misma — 
especie condiciona la similitud o, mejor, la continuidad de sus ca-
racterísticas morfológicas y fisiológicas. El aislamiento genético 
lleva consigo la discontinuidad de estas características y permite 
una sistemática basada en ellas. 
Desde hace mucho tiempo se tiene conciencia de que las 
diferencias estructurales y funcionales llevan necesariamente aso— 
ciadas diferencias de tipo bioquímico. Las recientes aportaciones 
al esclarecimiento de los mecanismos "bioquímicos de la herencia, y de 
la morfogénesis ( fig. 1.1) permiten definir dicha asociación como 
una relación de causa a efecto, aunque solo en contados casos se ha 
ya llegado a precisar sus detalles. 
La carencia casi total de datos sobre las correlaciones 
entre características bioquímicas y morfológicas hace que la única-
base de partida para una diferenciación bioquímica interespecífica -
sea la existencia de verdadero aislamiento genético entre las espe-
cias que queramos diferenciar*) 
En el caso particular que nos ocupa, solo existe aisla-
miento genético efectivo para parte de la constitución genomica de 
T. aestivurn (genomio C). Las dos especies tienen dos genomios co-
NÚCLEO 
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muñes A y B, cuyos cromosomas son capaces de apreciarse en la meio— 
sis cuando se realiza un cruce interespecífico. Los cromosomas del 
tercer genomio de la dotación hexaploide de T. aestivum (genomio C) 
son, por el contrario, casi totalmente incapaces de aparearse con — 
los pertenecientes a los genomios A y B de la dotación tetraploide 
de T. durumo 
I. 3 Diferencias "bioquímicas y diferenciación analítica» 
Una vez establecida la existencia de diferencias bioqu£ 
micas interespecíficas es conveniente hacer unas breves consideracio 
nes sobre su naturaleza, asi oomo sobre su accesibilidad a los méto_ 
dos analíticos actuales, 
.Es sabido que el individuo hereda un repertorio de meca-
nismos bioquímicos cuyas interacciones condicionan la dinámica del — 
proceso morfogenético (f±g« 1.1 )• Las diferencias pueden estribar — 
tanto en la esencia de los mecanismos como en su dinámica. En el pro 
ceso morfognetico se produce una distribución ordenada de sustancias 
químicas que da lugar en definitiva a estructuras y formas determina^ 
das. La cantidad de una sustancia presente en una parte del organis_ 
mo no solo depende de la existencia de un proceso sintético sino tam 
bien del establecimiento de un equilibrio estacionario (dinámico) — 
con los posibles procesos que la transformeno La interdependencia -
de los aspectos dinámico y estático de las diferencias bioquímicas — 
es por tanto evidente» 
Puede decirse que, en general, resulta más asequible a — 
los métodos analíticos actuales el examen de la constitución bioquí-
mica de un organismo que el de su fisiología» Aun limitándones al — 
aspecto estático de las diferencias bioquímicas, hemos de admitir que 
ciertas cuestiones constitucionales, algunas tan decisivas como la — 
estructura de los ácidos nucleicos y de las enzimas, están fuera del 
alcance de los métodos de la ciencia aplicada, o, por lo menos, de — 
la ciencia fácilmente aplicada. 
En conclusión diremos que solo las diferencias bioquími-
cas fácilmente analizables servirán nuestros propósitos. 
I. 4 Métodos analíticos propuestos ha,sta el presente. 
Se han propuesto hasta la fecha un numero escaso de méto_ 
dos analíticos para la detección de productos de trigo panificable — 
en las pastas alimenticias y puede decirse que ninguno de ellos ha — 
tenido aceptación unánime. -•• . . . 
Matweef (1952), siguiendo las observaciones de Walde y 
Mangel (1930)> propuso un método basado en la determinación gravimé— 
trica y colorimétrica del palmitato de sitosterol presente en los — 
granos de T. aestivum y ausente de los de T. durum. Este método, uti 
lizado oficialmente en Francia, ha sido objeto de diversas críticas0 
Brogioni (1957) estudio los espectros ultravioleta de — 
los extractos butanolicos de sémolas de un numero limitado de varié— 
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dades de ambas especies y propuso un método que hubo de ser descar-
tado al no poder ser generalizado0 
Brogioni y Franconi (1957) realizaron un estudio de los 
espectros infrarrojos de los extractos acetónicos de las sémolas. — 
Según los autores, ciertas bandas de dichos espectros permiten la 
diferenciación cuantitativa de las sémolas de ambas especies y pro-
pusieron dicho método para su aceptación oficial en Italia.(1/ 
Corbi y Parisella (1962) han propuesto un método cuali-
tativo basado en la diferente coloración que la pasta molida produ-
ce en una solución sulfúrica de índigo azul, que no ha podido ser — 
tampoco generalizado. 
Todos los métodos citados han sido ensayados por García 
Faure y col. (1964) en los laboratorios de Tecnologia de Cereales — 
del I.H.I.Ao, aplicándolos a variedades de T. durum y T. aestivum — 
cultivadas en España. Tanto el método del índigo como los métodos -
espectrofotométricos han dado resultados claramente negativos. Por 
el contrario, los resultados obtenidos por el método Matweef pare— 
cían indicar que,si bien el procedimiento analítico para la valora-
ción del palmitato de sitosterol era inadecuado, ésta sustancia po— 
dia ser un buen índice de la presencia de productos de T. aestivum 
en las pastas alimenticias. 
Nosotros hemos abordado el estudio crítico del método — 
Matweef, proponiendo y ensayando varias modificaciones, y hemos de-
sarrollado nuevos métodos analíticos para el palmitato de sitosterol, 
basados en su separación cromatográfica. 
(1) Con posterioridad a la redacción de éste trabajo se tiene referencia 
de que no ha dado resultado en Estados Unidas. 
l i o MÉTODOS FÍSICO - QUÍMICOS! ESTUDIO CRITICO DE 
LOS ACTUALES Y SU MODIFICACIÓN,, 
1 1 . 
lio 1 I n t r o d u c c i ó n 
Walde y Mangel (1930) estudiaron los extractos acetóni-
cos de las harinas de una variedad de T. durum y otra de T, aesti— 
vum, encontrando que el aceite o sustancia grasa de esta última con 
tenía una cantidad apreciable de material cristalino, mientras que 
la de T. durum era clara y menos viscosa. Ambos extractos daban pc^  
sitiva la reacción de Liebermann—Burchard, pero el desarrollo de co_ 
lor era más lento en el extracto de T. durum* También encontraron 
estos autores que del extracto de T. aestivum, vuelto a disolver en 
acetona y llevado a 0fiC, se separaba un precipitado que no apare— 
cia en el de T. durum sometido al mismo tratamiento. Aunque ya en-
tonces se supuso que dicho precipitado era un ester de sitosterol, 
no se tuvo una idea más precisa de su composición hasta la publica-
ción de los trabajos de Dangoumau (1933) quien lo identificó como -
palmitato de sitosterol, y Spielman (1933) que encontró una mezcla 
de los palmitatos de sitosterol y sitostanol. 
Walde y Mangel fueron, por tanto, los primeros en suge-
rir la presencia de palmitato de sitosterol como posible carácter — 
especifico de T. aestivum. 
Matweef (1952) investigó la presencia del palmitato de 
sitosterol en T. durum y T.aestivum por un doble procedimiento gravi. 
métrico y colorimetrico, basado en las observaciones de Walde y Man 
gel, llegando a las siguientes conclusiones: a) Las semolinas de — 
T. durum de distintas procedencias y características no contenían — 
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palmitato de sitosterol. b) Las harinas de T<> aestivum oontenian de 
150 mgr. a 200 mgr. por Kg. de dicha sustancia, obteniéndose para — 
sus productos pastificados valores algo inferiores. c) Los resulta^ 
dos obtenidos para mezclas de las harinas de las dos especies se — 
guían la ley de las mezclas y, en consecuencia, el método propuesto 
era adecuado para la detección de productos de T, aestivum en las — 
pastas alimenticias• 
Alliot (1957) aplico el método Matweef a muestras de — 
To durum de pureza comprobada y a muestras comerciales. La casi tp_ 
talidad de las muestras puras dio negativa la prueba de Matweef, — 
mientras las comerciales dieron intensidades de color que oorrespon 
dian a impurificaciones con T<> aestivum que oscilaban entre el ^fo y 
el 19/^ » Concluyó este autor que las variedades comerciales de To — 
durum están a menudo impurificadas, pero que las adiciones fraudu-
lentas posteriores pueden ser fácilmente detectadas por el método — 
Matweef, al que introdujo algunas modificaciones, 
3rogioni (1957)> en una revisión del método Matweef, — 
llego a la conclusión de que era engorroso e inseguro. Otros auto-
res italiano^ Fabriani, y Hatoni (1955)5 Montefredine y Laporta — 
(1955)? n o encontraron palmitato de sitostero1 en algunas varieda— 
des de T. aestivum cultivadas en Italia. Matweef, en una publica— 
ción reciente (l964)>n& reconocido la ausencia de palmitato en d i -
chas variedades. 
Zoubovsky (1958) y Guilbot (1961) han realizado sendas 
revisiones del método. Guilbot afirmo que este er^^^vl^.^ep^roduc— 
T e
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tibie, e intento, sin éxito, desarrollar un método "basado en las — 
determinaciones globales del esterol libre y esterificado por cro-
mato graf xa en reversión de fase. 
García Faure y col. (1964) aplicaron el método Matweef 
a la.s variedades cultivadas en España, encontrando una considera 
ble falta de concordancia entre las determinaciones gravimétrica 
y colorimétrica. Sin embargo, desde un punto de vista cualitativo 
el método dio resultados satisfactorios ya que solo se encontra-
ron algunas variedades de T. aestivum que eran excepciones. 
En el presente capítulo exponemos los resultados de — 
nuestro estudio crítico del método9 que nos ha permitido proponer 
y ensayar algunos métodos modificados. 
lio 2 Material y metodos o 
Las variedades utilizadas en nuestro estudio fueron -
cultivadas en España durante las campañas 1962—63 y 1963—64° Las 
harinas de estas variedades se obtuvieron en molienda normal con 
un molino experimental Buhler. Las pastas alimenticias ensayadas 
se obtuvieron a partir de dichas harinas en la planta piloto del 
I.IÑF.I.A. 
Todos los reactivos empleados fueron de la casa Merck 
A.Go ("pro - analysi1'), excepto el beta-sitosterol y el palmitato 
de metilo que fueron suministrado por Fluka A.G. (Hreact.M)o 
14 
El reactivo de cloruro de zinc se preparo fundiendo 
40 gr. de esta sustancia hasta eliminar todo el agua que pudiera 
contener, disolviéndolos a continuación, en caliente, en 150 mi. 
de ácido acético glacial. Es importante guardar este reactivo — 
en un frasco de cierre hermético pues es enormemente higroscópi-
co o 
El palmitato de sitosterol ha sido sintetizado caleii 
tando a reflujo durante 4 horas cantidades equivalentes de B#ta— 
si tos terol y ácido palmítico en solución bencéíhica, actuando co_ 
mo catalizador el ácido p—toluen sulfónico. La purificación se 
ha realizado por recristalizaciones sucesivas a partir de aceto-
na. 
La reacción colorimétrica de Liebermann—Burchard ha, -
sido estudiada con un colorímetro Spekker Absorptiometer Hilger — 
(filtros números 1 y 5> espesor de líquido = 2 cm) y un espectro-
colorímetro de red de difracción Spectronic 20 (espesor de líquido 
= 0,5 pulgadas)o La. reacción colorimétrica de Tchugaeff ha sido -
estudiada en el citado espectrocolorímetro. .. 
El Método de Matweef (A) ha sido realizado según las — 
especificaciones de su autor. Se toman 1^ 0 gr de la muestra molida 
(debe pasar el tamiz del JO y tener menos del 15J° de humedad) y se 
someten a maceracion en 300 mi. de acetona (p.ee 58QC). La hidrata 
ción del disolvente se lleva hasta un 9f°> incluyendo la humedad de 
la muestra en este porcentaje. Después de agitar , se coloca en — 
una estufa a 38fiC durante 24 horas agitando cuatro veces a lo largo 
de este período. Se filtra a continuación, manteniéndose la tempe— 
ratura del embudo alrededor de los 60QC con objeto de evitar la po^  
sible insolubilización de parte del extracto. Dos alícuotas de 50 
ral. del filtrado se llevan a — 5SC durante 2 horas con objeto de pro 
vocar la precipitación del palmitato de sitosterol. Se separa es-
te precipitado rápidamente por filtración, manteniendo el embudo — 
por debajo de los 5CG para evitar su redisolución • El precipita-
do se recupera lavando el filtro con éter y eliminando este disol-
vente por evaporación a JO^GO A continuación se recoge sobre un — 
vaso taradoy se pesa después de eliminar el disolvente. La deter-
minación colorimetrioa se realiza, añadiendo al precipitado 2 ml.de 
triclóroetileno, 6 mi. de anhidrido acético y 3 gotas ( de 0,05 mi. 
aproximados cada una) de ácido sulfúrico concentrado. La densidad 
óptica, se determina en el Spe#kker Absorptiometer Hilger (filtro 
N as 5, 600 milimicras) a los 15 minutos de iniciada la reacción. 
En la modificación B9 hemos seguido la. sugerencia de — 
Alliot (1957) de leer la densidad óptica a 425 milimicras después 
de mantener la mezcla de reacción a temperatura ambiente durante 2J. 
horas. 
En el método modificado C la acetona empleada no ha si_ 
do previamente hidratada el tiempo de cristalización ha sido de 4 — 
horas y en la determinación colorimetrioa se ha empleado un reacti_ 
vo con el 5/^  de sulfúrico, preparado y normalizado a diario (con-
centración de la solución standard de pa.lmita.to de sitosterol = 1 
mgy mi). La densidad óptica se determina a 425 milimicras, llevan 
do a cabo la reacción a 50fiC durante 45 minutos. 
Las modificaciones D y S difieren de C en la forma de 
recuperar el precipitado. En la modificación D la. evaporación del 
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áter se hace a temperatura ambiente, con vacio. En la modificación 
E , el filtro se lava con 20 mi» de cloroformo, aproximadamente, — 
que a continuación se llevan hasta 25 mi. exactos. La determinación 
colorimétrica se realiza directamente sobre una alícuota de la so-
lución clorofórmica. 
El método modificado F no difiere del C más que en la 
utilización de un reactivo descrito por Huang- y col. (1961 ) llevan-
do la reacción en condiciones distintas de las propuestas por e s — 
tos autores (45 minutos a 50QC,ylectura a 425 milimicras en vez de 
tempera-tura ambiente y lectura a 525 milimicras) y las aconsejadas 
por Ness y col Q* C)<> Este reactivo es estable durante más de 6 se 
manas. 
En el método G se ha utilizado la reacción colorimétrioa 
ást Tchugaeff adaptando el procedimiento aplicado por Hanel y Dam — 
(1955) a la determinación del colesterol. A una alícuota de 2 mi. — 
de solución del precipitado en cloroformo se le añaden 1 mi de rea¿ 
tivo de ClpZn y 1 mi. de cloruro de acetilo. Se lleva a 65®G d u -
rante 15 minutos y se ajusta el volumen con cloroformo a 5 nal. La-
densidad óptica se determina a 525 milimicra,s en el espectrocolorí— 
metro Spectronic. 
Los métodos de cromatografía de capa fina serán descri-
tos en la, sección III.2 
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II0 3 Resultados y discusión 
II. 3. 1 Reacciones oolorimétricas 
Según hemos indicado ya, en los ensayos del método de 
Matweef realizados en nuestro laboratorio,se observó una menor — 
concordancia entre los duplicados de la. determinación colorimétri_ 
ca que entre los de la gravimétrica, así como una evidente falta — 
de consistencia en la rela-cion peso/densidad óptica. Estos resul-
tados parecían indicar la no adecuación de la determinación colorí— 
métrica, por lo que este fué el primer aspecto abordado en nuestra 
revisión experimental del método. 
Debido a la importancia del oolesterol libre y esteri— 
ficado en Clínica., la literatura dedicada a, su determinación colo^ 
rimétrica es bastante extensa. Siendo el sitosterol muy similar4 
al oolesterol, hemos limitado nuestro trabajo experimental a aque-
llos puntos directamente relacionados con nuestx'o problema. 
Utilizando palmitato de sitosterol sintético hemos es-
tudiado varias modificalones de la reacción de Liebermann—Burchard 
así como la reacción de Tchugaeff. 
lio 3.1.1 Reacción de Liebermann—Burchard 
La, reacción coloreada de Liebermann—Burchard presenta 
dos obstáculos principales para su aplicación colorimétrica: a) 
Inestabilidad de los colores formados. b) Difícil normalización 
e inestabilidad del reactivo. 
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El espectro visible de la masa reaccionante es ines-
table. Aparte de ls, fugaz aparición, de un color violeta el prin 
cipio de la reacción, pueden observarse dos máximos de absorción 
(fig. IIol): uno que corresponde a la zona del verde f 
(X= 600 — 65O milimicras) y otro a la del amarillo (>. = 425 —430 
rnilimicras). 
El color verde se desarrolla más rápido y aluanza un 
máximo para después disminuir su intensidad basta su casi total — 
desaparición (fig.II.1^ II.2)© 
El amarillo se desarrolla más despacio, pero alcanza 
un máximo más alto y se estabiliza cerca de ese máximo (fig- II»2) 
El desarrollo de color depende* de dos factores prin-
cipales: la concentración del ácido sulfúrico en la mezcla de — 
reacción y la temperatura. 
Cuando se eleva la concentración de sulfúrico, ambos 
colores se desarrollan más rápidamente y las densidades ópticas má_ 
xima y estable alcanzan valores más altos (fig. II.2)© Si la con-
centración alcanza el 10/S. ©1 reactivo es tan inestable que la prue 
ba en blanco se colorea fácilmente de amarilloo 
Huang y col. (1961) describieron un reactivo estable — 
para la reacción de Liebermann—Burchard, aplicándolo a la determi-
nación del colesterol. Estos autores realizaban la reacción a tem 
X>eratura ambiente y medían la densidad óptica a 550 — 610 milimi-
cras, Ness y col. (1964) con el mismo reactivo, pero dejando trans_ 
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milimicras, salvaron algunas de las dificultades que presentaba 
la determinación del colesterol en el suero. Nosotros hemos — 
aplicado dicho reactivo tanto al sitosterol como a su palmitatoo 
A pesar de contener un IQfo de ácido sulfúrico, el desarrollo de 
color es más lento que con el convencional (5/¿ ácido sulfúrico, 
95$ anhidrido acético), estabilizándose el máximo del amarillo 
a un valor más bajo y el del verde a un valor más alto que con — 
el citado reactivo (fig. IIo2)o 
Como era de esperar, el desarrollo de color tiene — 
lugar con mayor rapidez al elevar la temperatura» Si la reac-
ción transcurre a ^0QG durante 45 minutos,se alcanzan valores es. 
tables para la densidad óptica, que además son superiores en un 
2>Ofo a los alcanzados a temperatura ambiente. En estas últimas 
condiciones se ha comprobado el cumplimiento de la ley de Lambert 
—Beer tanto para el reactivo convencional como para el estable, 
(fig. IIo3). 
Desde el punto de vista de la estabilidad del color 
formado, resulta indudable la ventaja de medir a 425 milimicras 
(en las condiciones descritas {• con cualquiera, de los dos reacti— 
señalados) 
vos, sobre la, determinación colorimétrica propuesta por Matweefo 
Desde el punto de vista de la estabilidad del reac-
tivo, el descrito por Huang y col (1961) presenta la enorme — 
ventaja de que sus características permanecen constantes dux*ante 
más de seis semanas. 
23. 
IIo3«1o2 Reacción de Tchugaeffo 
La reacción de Tchugaeff ha sido empleada con éxito en 
la colorimetría del colesterol por diversos autores, Nosotros la 
hemos aplicado a nuestros propósitos según un procedimiento expe-
rimental basado en el descrito loor Hanel y Dam (1955)• 
El espectro visible de la masa reaccionante presenta 
un solo máximo a 525 milimicras (fig. 11*4) <lue corresponde a un 
color rosado o 
Esta reacción transcurre lentamente a la temperatura 
ambiente, por lo que conviene forzar algo este factor- Hanel y 
Dam (1955) aconsejan llevarla a cabo a 65^0 durante 15 minutos0 
Nosotros hemos comprobado que bastan 10 minutos para alcanzar va-
lores estables, pero que dejándola más tiempo los valores obteni-
dos son más altos y se gana, por tanto, en sensibilidad. 
De las reacciones colorimetricas ensayadas por noso— 
tros,ésta es con diferencia la más sensible. 
La ley de Larnbert—Bejpr se cumple siempre que se alzan 
zan valores estables (fig. II<>5)« 
IIo3o2. Obtención y aislamiento del precipitado. 
Otro aspecto abordado en nuestro estudio es el que se 
refiere al procedimiento de obtención y aislamiento del palmitato 
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Según Matweef, la acetona que se emplea en la extrac-
ción ha de ser hidratada hasta un 9$, teniendo en cuenta la hume 
dad de la muestra. Nosotros hemos investigado el efecto de la hi 
dratación del disolvente y la humedad de la muestra sobre canti-
dad de precipitado obtenida (cuadros II.1 y 11*2)o 
C u a d r o II«1 
Efecto de la humedad de la, muestra 
Humedad Precipitado obtenido 
de l a mgrs/ 100 g. 
pasta ^
 0 
fo G r a v i m e t r í a C o l o r i m e t r i a 
8.5 7,1 2,8 
9,0 6,8 2,9 
9.6 7,3 3,5 
10,1 7,7 3,0 
11,0 7,3 3,7 
11,9 7,3 3,5 
En el cuadro lid se exponen los resultados obtenidos 
cuando se hizo variar la humedad de una misma muestra desde el 8,5$ 
hasta el 11,9$* 3n el cuadro II.2 se vario la. hidratación del di-
solvente desde Ofo al 6°/o9 lo que supone, sumado a la humedad de la 
pasta utilizada en nuestra experiencia, una variación en la canti-
dad de agua total en la mezcla de extracción desde un 4*870 hasta un 
27 
1--1,8$© lío se encontraron var iac iones s i g n i f i c a t i v a s debidas a es tos 
i 
dos factores» 
C u a d r o II02 
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El extracto acetónico disuelto se eleva a —5fiC durante 
2 horas. Alliot (1957) Y Gfuilbot (1961) han expresando su opinión de 
4ue este periodo es excesivamente corto para obtener el precipitado 
con seguridad y han sugerido prolongarlo hasta 15 o 20 horas. Noso-
tros no hemos encontrado diferencias apreciables en los resultados — 
obtenidos con 4 horas a -5fiC y con 18 horas a la misma temperatura. 
Por razones de tipo practico, la mayor parte de nuestras determinacio_ 
nes se han realizado con 4 horas. 
El precipitado formado se separa del resto del extracto 
acetónico por filtración a 0fiC y se lava con acetona a la misma tem-
peratura. Nosotros hemos comprobado que, aun teniendo especial cuidado 
en el control de la temperatura durante esta opera-oio'n, cantidades 
variables de palmitato de sitosterol pueden ser detectadas en el — 
filtrado y e n QJ- líquido de lavado, por cromatografía de capa fina. 
La primera pérdida difícilmente puede ser soslayada, ya que la u— 
tilización de temperaturas más bajas provoca la insolubíLizacion de 
otras sustancias tanto en los extractos de T. aestivum como en los 
de T. durum, Sn lo que al lavado se refiere, hemos de enfrentarnos 
con el dilema de perder demasiado palmitato por un lado, u obtener 
un precipitado con excesivas impurezas por otro, 
El paso previo a las determinaciones gravimétrica y — 
colorimétrica consiste en recuperar el precipitado del filtro, lo 
que se consigue por lavado con 20 mi, de Iter y eliminación de dicho 
disolvente por el calor, Nosotros hemos ensayado dos modificacio— 
nes de esta operación» En la primera, el éter se ha evaporado a — 
temperatura ambiente bajo vacio, y en la segunda, el lavado se ha he_ 
cho con un volumen fijo (25 mi) de cloroformo y se ha valorado colo_ 
rimetricamente una alícuota de esta solución clorofórmica, sin nece 
sidad de eliminar el disolvente» 
IIo3o3 Composición del precipitado0 
En todas las determinaciones hechas por nosotros pudo — 
observarse que los valores obtenidos por gravimetría eran superio— 
res,hasta en un 50/^ a l°s obtenidos por colorimetría. Esta circuns^ 
tancia la interpretamos en el sentido de que el precipitado solo 
contenía un 50'fo a JO'jo de palmitato de sitosterol y nos llevó a estu_ 
diar con más detalles su composición0 
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Según apuntamos en la introducción de este capitulo, el 
precipitado fué estudiado por Dangouman (1933) quien lo identifico como 
palmitato de sitosterol, y por Spielman (1933) que, después de sapo_ 
nificar, encontró sitosterol (mezcla de varios isómeros) y sitost&-
P'ol por un lado, y ácido palmitico por otro* Recientemente (1964) — 
Gilíes y Young han afirmado que el precipitado era solo palmitato de 
aitosterol, basándose en determinaciones del Rf y del punto de f u — 
sión. 
Nosotros hemos logrado separar por cromatografía en capa 
fina dos compuestos que, como veremos, se corresponden con los encon 
trados por Spielman (1933)9 probando como erróneas laspbservaciones 
de Dangouman (1933) y Grilles y Young (1964)» Hemos utilizado la téc-
nica de cromatografia sobre capa fina de gel de sílice impregnada, con 
nitrato de pla.ta. El catión plata forma un complejo con los electro-
nes \T del doble enlace y, cuando se incorpora a la sílice, aumenta — 
grandemente la capacidad de esta para, separar compuestos con distin— 
tos grados de insaturación. El precipitado en cuestión (recristaliza_ 
a •>. ^ 
do tres veces partir de acetona;, cuando se cromatografía en la capa 
descrita, desarrollando oon tetracloruro de carbono, da. lugar a dos 
fracciones. La fracción de nj- superior es la menos abundante si se 
ha-ce risible con ácido sulfúrico (10 rain, a 200^0) o si se observa — 
bajo la lámpara ultravioleta, previa pulverización con fluoresceína. 
Si se pulveriza con el reactivo de Liebermann—Surchard (5$ sulfúrico 
50SC) solo aparece la fracción con el1*1* inferior, pero si se fuerzan 
la temperatura y la concentración de sulfúrico, la fracción con Bf _ 
superior acaba también por aparecero 
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Empleando la misma técnica cromatográfica a escala prepa_ 
rativa, hemos fraccionado 200 mgr. de precipitado obtenidos a partir 
de 2,3 TCg« de harina comercial» Se obtuvieron 30 mgr. de la fracción 
de Rf superior * que resultó ser un producto cristalino, y 47 m¡8X« — 
de la fracción con Re inferior, también cristalina. La banda de apli_ 
cacion se el tuyo también y se obtuvieron $0 rngr. de una sustancias 
con consistencia de aceite. 
Los puntos de fusión del precipitado ( rec&st alizado 
tres veces a partir de acetona), de las dos fracciones cristalinas, y 
del palmitato de sitosterol sintético se comparan con el dado por — 
Kucksis (1960) para este compuesto en el cuadro IIo3o 
C u a d r o II©3 
P R O D U C T O P o f . 
Precipitado recristalizado 90-939C 
Fracción Rf.inferior 82-852C 
Fracción Rfo superior 102—104^0 
Palmitato de sitosterol sintético 84-88«C 
Palmitato de beta—sitosterol 
(Kucksis, 1960) 85,5^0 
La fracción con el Rf. inferior da la' reacción de — 
Liebemann—Burchcird, mientras que la de Rf. superior no la dá. — 
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La densidad óptica especifica del precipitado recristalizado es 
inferior en un 25$ a la de la fracción de Rf • inferior, lo que in_ 
dica que ésta es la proporción en que la otra fracción (Rf. supe-
rior) se encuentra en el precipitado libre de impurezas no crista 
linas. 
Los 50 mgr. de "aceite" obtenidos por elución de la 
aona de aplicación fueron tratados con 32 mi. del reactivo de — 
Liebermann—Burchard y llevados a 5QQC durante 45 minutos. D e s — 
pues de centrifugar y dejar en reposo la mezcla reaccionante has_ 
ta conseguir la transparencia, se determino la densidad óptica — 
del sobrenadante, dando un valor equivalente a 3 mgr. de palmita 
to sintético. 
Con objeto de completar nuestra información cuantita 
tiva sobre la composición del precipitado obtenido en condiciones 
standard, hemos realizado una serie de determinaciones densitomé— 
tricas en la capa fina. Este tipo de determinaciones será trata-
do en el siguiente capítulo, limitándonos aquí a exponer los r e — 
sultados obtenidos . La fracción no cristalina fué estimada en — 
el 20$ del precipitado total • El precipitado recristalizado dio' 
un 20-28$ de la fracción con Rf. superior (fig. III07)« A la vis-
ta de las observaciones que acabamos de exponer, resulta evidente 
que se trata de compuestos muy próximos estructuralmente, como lo 
demuestra su solubilidad, su comportamiento cromatográfico y su — 
capacidad de formar cristales conjuntos. Su distintos comporta-
miento cromatográfico al inciwrporar plata catiónica a la gel de — 
sílice, indica que el compuesto más abundante es el más insaturado. 
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Este compuesto da la reacción de Liebermann—Burchard y tiene un — 
punto de fusión y Rf• idéntico al palmitato de sitosterol. El — 
compuesto de ilf • superior no da la reacción de color y es más satii 
rado que el anterior, lo que permite identificarlo con bastante sje 
guridad con el palmitato de sitostanol, sustancia, de la que se sa 
be no dá la reacción de Liebermann y que se diferencia estructural, 
mente del palmitato de sitosterol en no tener un doble enlace, Co_ 
mo vernos, tanto cualitativa como cuantitativamente nuestros resul-
tados están de acuerdo con los obtenidos por Spielman (1933)9 y en 
cambio, ponen de manifiesto la inexactitud de las observaciones de 
Dangoumati (1933) y Gilíes y Young (1964)0 
En relación con el método de Matweef, la conclusión — 
más importante que podemos sacar de nuestras observaciones se r e — 
fiere a las impurezas que en cantidades variables acompañan al pre_ 
cipitado obtenido en condiciones standard y no recristalizado. La 
presencia de estas impurezas, así como del palmitato de sitostanol; 
explican la no concordancia de las determinaciones gravimetrica y 
colorimetrica. 
lio 3o 4 Ensayo de modifipaciones0 
La revisión experimental del método Matweef nos ha suge-
rido diversas modificaciones que ha sido necesario ensayar y evaluar. 
Con este proposito se han aplicado a una serie de pastas preparadas 
con mezclas de harinas de una variedad de T. durum y otra de T. aes— 
tivum0 
Las modificaciones en cuestión han sido descritas deta-
lladamente en la sección II02 y los resultados obtenidos figuran en 
el cuadro IIo4<> I»os criterios seguidos en su evaluación han sido — 
los siguientes: a) concordancia entre duplicados- b) simplicidad de — 
las manipulaciones o c) relación lineal entre el contenido en T« aes— 
tivum y los valores obtenidos para el contenido en palmitato» 
Siguiendo el primer criterio, los mejores resultados han 
sido obtenidos indudablemente por los métodos modificados F y (?<> 
Las modificaciones D y B suponen una simplificación en — 
las manipulaciones, pero los resultados claramente insatisfactorios 
nos hacen descartarlas y seleccionar como más simples el método F y, 
£tt menor grado, el G0 "•• ' 
En lo que al tercer criterio se refiere, se observa que 
todos los métodos dan valores inferiores a los esperados para las — 
muestras con bajo oontenido en T0 aestivumo Además, para estas — 
muestras, el cociente entre los valores obtenidos por pesada y por 
colorimetría tiene un valor más alto, lo que indica un mayor conte-
nido de impurezass Este atefecto parece ser inherente al prooedimien_ 
to de obtención y aislamiento del precipitadoo 
C u a d r o I I ©4 
Ensayo de modificaciones 
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M u e s t r a Media 
detsr. 
Gravim. 
C O L O R Í M FJ T TÍ I A mgr/100 g r . 
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10,25 9,35 9,9 11,8 
12,1 10,7 11,8 12,4 
12,1 11,4 11,0 12,2 
8,1 9,4 8,8 
8,0 9,4 8,8 
8,05 9,4 8,8 
8,7 10,2 10,0 
8,5 10,3 10,0 
876 10,25 10,0 
9,8 12,1 11,6 
10,0 11,9 11,8 
12,15 11*05 11,4 12,3 9,9 12,0 11,7 
II o 3 o 5 Reproductiva dad de los métodos modificados0 
Los ensayos preliminares que acabamos de describir nos 
han permitido ¿elecoionar los métodos modificados F y Gr para un en-
sayo de x*eproductividad. 
En el cuadro II05 figuran los resultados obtenidos por 
estos dos métodos y por el gravirnétri-co0 La reproductividad es ma 
yor para los contenidos altos en palmitato y los métodos colorimé— 
trieos dan mejores resultados que el gravimétrico. 
La mayor sensibilidad de la reacción de Tchugaeff no su 
pone una venta.ja real, ya que no es aconsejable reducir el tamaño de 
la muestra debido a los problemas que el procedimiento de aislamien-
to del precipitado presenta» Hay que tomar una alícuota, de la solu-
ción oloroformioa del precipitado que por ser bastante reducida intro 
duce una nueva fuente de error. La verdadera utilidad de esta reac-
ción tendremos ooasíon d.e comprobarla, en relación con las técnicas — 
más selectivas de separación de palmitato de sitosterol que tratare-
mos en el próximo capítulo. Proponemos por tanto como método de Kat__ 
weef modificado el que hasta ahora hemos designado como modificación 
F. 
11o3o6 Aplicación del método propuesto a variedades de T. durum y 
T. aestivum cultivadas en España» 
Se ha aplicado el método de látweef modificado a un buen 
número de variedades de T. aestivum y T. durum cultivadas en España. 
Las determinaciones se han hecho sobre muestras de harina de dichas 
variedades. Los resultados (cuadrod II.ó y II07) muestran que la 
mayoria de las d.e T. aestivum tienen un contenido en palmitato conj-
C u a d r o H o f ? 
Snsayo de r e p r o d u c t i v i d a d de l o s métodos modificados» 
Determinación Nc 




Muestra n c 2 
P G 
Uravinu 
mgr/l 00 gr. 
Colorim .mgr/1QQgrT 
Muestra n g 3 
F G 
Gravim» 0olorim»mgr/1OOgr» 

























































































C u a d r o II<>6 
nnnt.enido en pa lmi t a to de s i t o s t e r o l de l a s va r i edades de T, aest ivum 
n o r m a l e s e x c e p c i o n e s 















































M E D I A 9,33 M E D I A 1,12 
I n t e r v a l o 7 ,0 — 11,3 I n t e r v a l o 0 ,8 — 1,6 
Los r e s u l t a d o s que se consignan en l o s cuadros I I 0 7 y I I « 8 son 








C u a d r o I Io7 
Contenido en pa lmi ta to de s i t o s t e r o l de l a s var iedades de T. durum 
V A R I E D A D mgr/100 g r . 
Híbrido- D 0,6 
Grifoni 0,8 




M E D I A 0,68 
Intervalo 0,5 — 0,8 
C u a d r o IX«8 
V a r i a c i o n e s en e l c o n t e n i d o de p a l m i t a t o de s j t o s t e r o l d e n t r o 














3 , 7 
3 , 0 
2,1 
2,1 
2 , 9 
2 , 6 
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2,7 0,5 13,1 8,5 
I n t e r v a l o 2,1 - 3,7 0,3 - 1,0 11 ,2 - 15 ,2 7 ,1 - 9 ,3 
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prendido en el intervalo "J
 9Q - 11,3 mgr/100 gr. |. mi entras q.ue todas 
las de To durum están en el intervalo 0,5 - 0,8 mgr/100 gr. Seis «-
variedades de T. aestivum dieron resultados equivalentes a los que 
se obtuvieron para T. durumo 
En el cuadro II«8 se ha estudiado la variabilidad del — 
contenido en palmitato de sitosterol en muestras de una misma variedad 
procedentes de distintas regiones españolas. 
A la vista de estos resultados puede afirmarse que el — 
contenido en palmitato de sitosterol es un índice de la adición frau 
dulenta de productos de T0 aestivum a las pastas alimenticias, ya — 
que el contenido de esta sustancia en las especies de T. durum es — 
las 
significativamente menor que eft de To aestivum. Debido a la existen 
cia de algunas variedades de T. aestivum con contenidos en palmita-
to similares a los de T0 durum, un bajo contenido en esta sustancia 
no garantiza la pureza de la pasta0 
II04 Conclusioneso 
II©4o1 El método de Matweef para la determinación del pa.1 
mitato de sitosterol adolece de serios defectos que pueden resumir^ 
se en los puntos siguientes: 
a) El procedimiento de aislamiento de esta sustancia — 
no es ni cuantitativo ni ¿electivo. No es cuantitativo po^ 6"m^ L se — 
>••-.- ."r'^fif;-^, 
ha comprobado que sigue siendo algo soluble en acetona a,,!—5*C^ :;^ i 
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en consecuencia, la precipitación no es total© No es selectivo *-
porque se ha demostrado que el precipitado que se obtiene incluye 
también palmitato de sitostanol ( 20^-28$ de la fracción cristali-
na, que precipita) y porciones no cristalinas del extracto acetona 
co que pueden representar hasta un 20$ del precipitado total. La 
determinación gravimetrica da cantidades de palmitato de sitosterdL 
superiores a las realmente aisladas. 
b) La determinación colorimetx^ica del palmitato de — 
sitosterol por la reacción de Liebermann-Burchard, realizada según 
Matweef, es inadecuada. Los resultados no son comparables, porque 
la forma de preparar el reactivo no permite su normalización, y — 
son poco reproductibles porque la densidad óptica es inestable en 
las condiciones específicas y las lecturas han de ser cronometra-
das con precisión© 
II©4o2 El método modificado, que se ha propuesto tras ensa 
yar numerosas modificaciones posibles al método Matweff, represen-
ta una notable ventaja ya que permite la obtsnción de resultados — 
reproductibles y comparables. Sin embargo, de su aplicación a pass 
tas obtenidas de mezclas de T0 durum y T0 aestivum, parece deducir_ 
se que los valores que resultan para las de bajo contenido en pal-
mitato están por debajo de los reales. Este defecto parece ser in 
herente al procedimiento de aislamiento del precipitado» 
42 
IIo4o3 -De la aplicación del método propuesto a un "buen — 
numero de variedades de T0aestivum y T. durum parece deducirse que 
el contenido en palmitato de sitosterol es un buen índice de la — 
presencia de T« aestivum en las pastas alimenticias, si bien su 
ausencia no garantiza la pureza de e*stas« 
I I I o NUEVOS MÉTODOS CROMATO GRÁFICOS* 
IIIo 1 Introducción» 
El contenido en palmitato de sitosterol, según hemos 
establecido en el capitulo anterior, constituye un índice de la — 
presencia de productos de T. aestivum en pastas alimenticias. Sin 
embargo, los métodos para su valoración analítica ensayados hasta 
ahora presentan diversas dificultades que podemos resumir en los 
siguientes puntos: a) La extracción de este producto por macera— 
ción con acetona de la pasta molida dificiilmente puede ser cuan ti 
tativa, ya que la acetona es un mal disolvente del palmitato y la 
maoeracion simple un mal procedimiento de extracción© b) La sepji 
ración del palmitato de sitosterol a partir del extracto acetóni— 
co por cristalización a baja temperatura ( —5fiC) no es lo bastan-
te selectiva y deja que desear desde el punto de vista cuantitati_ 
vo, ya que el palmitato sigue siendo algo soluble a esa temperatu 
ra* o) El procedimiento experimental es largo y no siempre segu-
ro, d) Como consecuencia, la reproductividad de estos métodos es 
deficiente, especialmente para contenidos bajos de palmitato. 
En el presente capítulo exponemos varios métodos para 
la valoración del palmitato de sitosterol basados en una técnica 
desarrollada por nosotros para la separación selectiva de esta — 
sustancia a partir del extracto etéreo. El éter es un magnífico 
disolvente del palmitatoj^ además, permite hacer la extracción de 
forma continua sin elevar mucho la temperatura, lo que también es 
una ventaja con respecto a la maoeracion» 
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IIIo 2 Material y Métodos 
IIIo2o1 Muestras» Reactivos0 
Las muestras empleadas en las determinaciones que se -
consignan en este capitulo son de la misma procedencia que las em-
pleadas en el capítulo anterior, y han sido preparadas de la misma 
forma. La extracción se ha hecho, a partir de 10 grs. de harina o 
de pasta molida, con éter dietilico en un extractor Sohxleto Una 
vez eliminado el éter, el extracto se disuelve en cloroformo hasta 
un volumen de 2 mi. 
Los reactivos empleados son de la misma, procedencia — 
que se cita en IIo2 
El patrón de palmitato de sitostero1 se ha sintetizado 
como en II«2 y se ha purificado por cromatografía• 
IIIo 2<>2 Aparatos. Accesorios0 
Las primeras placas preparadas por nosotros han sido — 
revestidas de la capa de adsorbente con un aplicador Pleuger. Con 
este aparato se obtienen capas uniformes de distintos espesores ha 
ciendo pasar las placas de vidrio por debajo de un compartimento — 
rectangular ( 5 o m x 20 cm) cuya pared de salida se separa de la 
placa el espesor deseado'mediante dos tornillos que se apoyan en — 
ella. El principal inconveniente de este sistema radica precisa-
mente en este último detalle, pues los tornillos dificultan nota-
blemente el deslizamiento de las placas y se introducen con facili_ 
dad en los intersticios, entre placas consecutivas. 
Nososfefeos hemos diseñado un aplicador para la prepara 
cion de ca,pas finas de distintos espeseores, así como placas coin 
puestas o parcialmente impregrmdas para cromatografía bidimensio 
nal con cambio de adsorbente. Consta este aparato de una tolva 
prismática de sección tropezo&dal, cuya salida corresponde al la_ 
do menor del trapecio y está apoyada a todo lo ancho de la placa 
(20 cm). El espesor de la capa viene determinado por un rasero 
cuya separación de la placa se fija por dos tornillos micrométri. 
eos que no se apoyan en ésta. El dispositivo que permite la ojb 
tención de placas compuestas o parcialmente impregnadas, sin que 
se presenten discontinuidades mecánicas, consta de una o dos pa-
redes móviles insertas en una varilla roscada que permite fijar 
su posición relativa. Las paredes tienen la misma forma que la 
sección de la tolva y se mantienen en contacto con la placa gra-
cias a la presión ejercida sobre los extremos de la varilla por : 
sendos muelles. El prototipo ha sido construido de material jláis 
tico con los elementos de unión de latóno (fig.III.1 ) 
En densitometria de reflexión se ha, empleado un modj3 
lo "Cromoscan" con accesorio para cromatografía en capa fina y — 
registro continuo y automático, fabricado por Joyoe, Loebl and 
Co Ltd. 
En densitometria, de transmisión se ha, utilizado un — 
modelo "Densichron", con registro manual, punto a punto, fabrioa_ 
do por Welch Manufacturing Co0 > ^ ' ^ " ' ^ $ % 
,.fe/f •fr. -.Vi. 
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Las placas empleadas han sido de 20 cm x 20 cm en vi-
drio de 2 mnw de espesor, de primera ©alidad 
El pulverizador fabricado en su totalidad de vidrio — 
(Pobel). 
La micropipeta y la microjeringa, graduadas en microli_ 
tros, asi como la plantilla de plástico han sido suministradas por 
Plengero 
Las dimensiones del tanque de desarrollo son 21 cm x 
21 cm x 7 cm (Desaga) cierre hermético. 
IIIo 2o 3 Preparación de las placas 
Las placas de vidrio se limpian con mezcla crómica, — 
se lavan con etanol y se SBcan en la estufa antes de ser usadas. 
El adsorbente se aplica en forma de papilla (30 grsQ 
de silice, 60 mío de agua destilada) antes de cj.ue empiece a fra-
guar el yeso incorporado a la silice ( 2 min.)o Para obtener capas 
impregnadas con nitrato de plata, se disuelven 1,5 S^s© de esta — 
sustancia ( 5$ P/P silice) en el agua usada para preparar la papi 
lia. 
Una vea revestida la placa, se la deja al aire durante 
1 hora ( más si es de 1 mm. de espesor) y, a continuación, se la 
activa en una estufa a 105fiC durante 35 minutos0 Se dejan enfriar 
y se almacenan en un desecador en la oscuridad. 
Para la preparación de placas parcialmente impregnadas 
se divide la tolva, mediante el dispositivo ya descrito, en tan— 
tos compartimentos como distintas bandas de adsorbente queramos OID 
tener» En las capas de espesor superior a 1 mm se forman a menudo 
burbujas, que pueden ser eliminadas haciendo rebotar la placa suave 
mente sobre la mesa. 
Para dividir la. capa de 20 cm x 20 cm en bandas separa, 
das mecánicamente se desliza una punta afilada por una regla que — 
no se apoye en la capa0 
IIIo 2. 4o Aplicación de la muestra y desarrollo de los 
cromato gramas. 
En las capas de 0,3 mm de espesor, el tamaño de muestra 
empleado ha sido el de 20 miorolitros de solución cloroformioa del 
extracto etéreo, lo que equivale a cromatografiar el extracto de — 
0,1 gr. de harina (ver II»2©1) • Con este tamaño de muestra, el — 
numero de microgramos separados es equivalente a los mgr/lOO grs, 
de palmitato que contiene la harina* La muestra se deposita en un 
solo punto. 
En las capas de 1,2 mm de espesor, el tamaño de muestra 
es de 0,50 ml* ¿Le solución cloroformioa del extracto etéreo, lo que 
equivale a cromatografiar el extracto dep gr. de harina. La mues-
tra se deposita en forma de banda de 3,5 cm de largo con la ayuda 
de una microjeringaa 
Los cromatogramas se desarrollan con tetracloruro de — 
carbono 100^, a 20^0 durante 80 minutos, en un tanque cerrado her-
méticamente. 
Tanto cuando se empleo' la técnica de Gilíes y Young — 
(1964)5 que requiere dos pasadas de disolvente, como cuando se — 
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llevó a cabo cromatografia bidimensiona,l, las placas fueron secadas 
al aire entre las dos pasadas* 
III02o5 Detección de las fracciones separadas» 
• Con objeto de hacer visibles las fracciones separadas — 
cromatográficamente se han usado según los casos, las siguientes 
técnicass 
a) Pulverización con sulfúrico concentrado (^Ofo en — 
agua destilada) seguida de calentamiento en estufa a 200CC durante 
10 minutos* 
b) Observación a la luz ultravioleta próxima, previa — 
pulverización con fluoresceína ( al Y/o en etanol—agua 50-50)o 
c) Pulverización con el reactivo de Liebermann—Burchard, 
seguida de calentamiento en estufa a 50QG durante 15 minutos. 
d) Pulverización con una mezcla a partes iguales de los 
reactivos de Tchugaeef§ seguida de calentamiento en estufa a 65CC — 
durante 15 minutos* 
Los dos primeros procedimientos de visualidad o revela_ 
do se llevan a cabo después de haber eliminado el disolvente por — 
evaporación al aire* Las dos últimas reacciones coloreadas trans-
curren más fácilmente si se pulveriza cuando el disolvente no ha — 
sido totalmente eliminado* 
IIIo2o60 Densitometria0 
Cuando hemos empleado el densi tome tro de reflexión !,Crp_ 
moscan" con accesorio para capa fina, se han hecho las determinacijo 
nes directamente sobre la placa eromatográfica revelada por el — 
primero de los sistemas descritos en el apartado anterior. La 
integración del producto superficie x densidad se realizo en el 
sentido del desarrollo© Se utilizo la leva de relación lineal 
y la escala de ampliación mecánica 3í1o 
Cuando hemos empleado el densitómetro de Transmisión 
"Densichron" ha sido necesario hacer las determinaciones sobre la 
ampliación fotográfica de la placa debidamente recortada,, SI sen 
tido de la integración ha sido perpendicular al del desarrollo y el 
registro de la curva ha sido manual, punto a punto© La escala de 
ampliación ha sido 3:2. 
IIIo 2o 7 Elución y oolorimetria 
El palmitato de sitosterol separado de una muestra de 
0,4 m & cL© solución clorofórmica del extracto etéreo (ver III.2.1 
y II.2.4) se determina oolorimetricamente por el siguiente proce-
da mientoQ 
a) Se localiza el palmitato revelando con fluoresceína 
un duplicado de la banda, o bien, midiendo 1 cnu a partir del — 
borde de la mancha de aplicación (aspecto de mancha de grasa). 
b) Easpado de la banda que contiene el palmitato m e -
diante un dispositivo similar al descrito por Mottier (195^ )> cu-
yos detalles pueden verse en la figura III«2 
o) Elución con cloroformo, recogiéndose los 3 primeros 
mililitos de eluato sobre una cubeta colorimetrica debidamente •-
•-VACIO 
( a ) 
CLOROFORMO 
GEL DE SILICE 
CUBETA COLORIMETRICA 
( b ) 
Fig .m. 2 . 
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aforadao 
d) Valoración colorimétrica por la reacción de TchugaefF, 
según el procedimiento descrito en II.2. 
III«3o Resultados y Discusióno 
III•3o1 Separación de los palmitatios de sitosterol y si-
to stetnol por cromato ^rafia en capa fina o 
En la sección II<,3.3 hemos descrito el fraccionamiento 
del precipitado obtenido a partir de los extractos acetónicos de T0 
aestivum por enfriamiento a —5QC y demostrado que el supuesto pal— 
mitato de sitosterol separado por Gilíes y Young (1964) es en rea-
lidad una mezcla de los xoalmitatos de sitosterol y sitostanol (fig 
III.3)o Siguiendo la misma técnica de separación cromato gráfica, — 
hemos encontrado que de los extractos etéreos de T0 aestivum se se 
paran solo dos fraociones cuyos Bf. son idénticos a los de los pa.1 
mitatos anteriormente citados (figura IIIo3)o De los extractos de 
To durum apenas se separan trazas de estas dos fracciones. Para — 
asegurarnos que estras fracciones contienen exclusivamente los pal 
mitatos de sitosterol y sitostanol hemos empleado la cromatografía 
bidimensional sobre placas parcialmente impregnadas con nitrato de 
plata© El extracto etéreo se desarrolla a lo largo de la banda no 
impregnada según la técnica de Gilíes y Young (1964) y en sentido 
perpendicular según nuestra técnica. Solo la mancha considerada — 
como palmitato de sitosterol por Gilíes y Youngs(l964) progresa en 
la parte impregnada dando lugar a dos fracciones, con lo que queda 
demostrada la selectividad de la separación propuesta por nosotros 
(fig. III.4)o 
pía. ni.3. 
1) Palmitato de sitosterol. 2) Precipitado recristalizado 
3) P&lmitato de sitostanol. 4) Extracto etéreo T. aestivum 
5) ídem I. durum. A) Separación sobre sílice impregnada. 











Cromatografía bidimensional sobre capa parcialmente impregnada 
del extracto etéreo de I. aestivum. 
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IIIo3o2 Valoraciones con revelado previo. 
En combinación con el procedimiento de separación ero 
matográfica que acabamos de exponer, hemos ensayados diversos me 
todos para la valoración cuantitativa y semicuantitativa del pal— 
mitato de 3itosterol en la misma placa cromatográficao Estos mé-
todos llevan consigno el revelado previo de esta sustancia. 
IIIo3»2.1 Revelado o 
De las diversas formas de revelado que se consignan — 
en la sección XX02»^9 la más adecuada a nuestros propósitos es la 
pulverización con sulfúrico concentrado (al 5Qfo en agua destila 
da) seguida de calentamiento en estufa, a 200<*C durante 10 minutos
 0 
Mediante este tratamiento se consigue carbonizar las sustancias — 
separadas lo que permite su valoración en función de la intensi-
dad y la superficie de las manchas a que dan lugar» 
El uso de reacciones coloreadas de esteróles, tales — 
como la de Liebermann—Burchard o la de Tchugaeef, tiene el incon-
veniente de la escasa estabilidad de los colores que se formano 
IIIo3©2»2 Densjtometría y estimación semiou¿mtitativa0 
El problema de la valoración cuantitative, de una sus-
tancia en función de la superficie y de la intensidad de la mancha 
a que dá lugar en la placa cromatográfica no es nuevo» Con ante-
rioridad a la generalización de la técnica de cromatografía, en — 
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capa fina (195&) 5 problemas similares han sido resueltos en reía 
ción con otras técnicas de sepraoión, especialmente con la. electro, 
foresis© Diversos modelos de densitometros de transmisión permi-
ten la integración del producto densidad óptica x superficie ¿¡a,.'.den 
denS:i4d4óptica no puede medirse por transmisión directamente en — 
la placa, pues esta es opesa, y se hace necesario hacerlo sobre — 
una ampliación fotográfica, circunstancia que complica el método 
y aumenta sus fuentes de error. 
En la figura IIIo 5 s e exponen los resultados obtenidos 
por esta técnica para cantidades crecientes de palmitato de sitos— 
terol» Como veremos, la rele.ción cantidad de palmitato—valor den-
si tometrico es lineal, pe-iP la dificultad de normalizar la forma de 
obtener las fotografías ^  haoe^ necesario incorporar a cada placa — 
un numero de patrones suficiente para construir la correspondiente 
curva de calibración0 
Sedentemente han aparecido en el mercado densitometros 
de reflexión especialmente diseñados para cromatografía an capa — 
fina# Nosoutros hemos podido disponer brevemente del modelo "Cro— 
moscan" fabricado por Joyce, Loebl and Co« En la figura III©6 se 
presentan los resultados obtenidos para, una muestra de T© durum y 
otra de T, aestivum* En la figura III07 hemos determinado para — 
diversas muestras el porcentaje de palmitato de sitostanol en los 
cristales que precipitan de los extractos acetónicos0 Evidentemeri 
te la utilización de este tipo de densitometros constituye un meto, 
do cómodo y seguro para determinar el palmitato de sitosterol en — 
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III©3»3o1 Preparación y tamaño de la muestrao 
Hemos elegido el tamaño de la muestra, en función de la 
sensibilidad de la reacción colorimétrica. En nuestras condicio— 
nes experimentales, la menor cantidad de palmitato que produce — 
densidad óptica 1,0 es de 0,25 miligramos en 5 nil. de mezcla reac-
cionante ( 5HI1» @ S Q 1 "volumen mínimo para las cubetas de media pul 
gada del espectrocolorímetro SPBCTROETC). Si suponemos que el con 
tenido máximo de palmitato de sitosterol es de 15 mg/lOO grs. de 
harina, un tamaño de muestra adecuado será el de 2 gr. de producto 
molido. 
En la práctica la muestra se prepara extrayendo en un 
Soxhlet 10 grs. de harina con éter dietilico, y disolviendo el ex-
tracto etéreo en ol^oformo hasta un volumen de 2 mi* Se somete a 
la separación cromatográfica una alícuota de 0,4 mi» de la soluoin 
anterior que contiene el extracto correspondiente a 2 grs. de *-
muestra. 
Una vea determinado el tamaño de la muestra hemos fij.a 
do las dimensiones de la capa que ^ ia &e realizar la separación. — 
Tras varios ensayos, hemos establecido dichas dimensiones en 1 mm 
de espesor y 3j25 om de anchura (fig. III<>9) , aunque esta ultima 
puede ser reducida hasta 2 cm0 
IIIo3o3«2 Detección» elución, y colorimetría 
Para poder eluir el palmitato de sitosterol es necesa-
rio localizarlo en la placa cromatografica<> 
— * » 


































El procedimiento más seguro de detección consiste en — 
desarrollar las muestras por duplicado en bandas contiguas de la — 
placa y revelar una de cada dos con fluoresceina, lo caliendo as£ 
con precisión la franja del palmitato de sitosterol en la no reve-
lada, nuestra técnica de sepracion permite,sin embargo, prescindir 
de este requisito ya que solo se separan del extracto etéreo las — 
dos fracciones correspondientes a los palmitatos de sitosterol y — 
sitostanol, y este ultimo ni participa ni interfiere en la reacción 
colorimétricao Basta pues,con raspar una franja comprendida entre 
1 cm y 7 cm, contados a partir del borde superior de la mancha acei 
tosa del extracto etéreo . para estar seguros de incluir el palmita 
to separado (fig. III09)o 
La ventaja del sistema de raspado que se describe en — 
la sección III02mi (fig« 111*2) estriba en que la silice queda dis_ 
puesta en forma de columna compacta de pequeño diámetro, lo que — 
permite eluir con gran rendimiento,. 
La elución puede llevarse a cabo indistintamente con — 
cloroformo o con éter dietílico, bastando con los 3 mi, primeros — 
de eluato para arrastrar la totalidad del palmitato de sitosterolo 
Por realizarse la reacción colorimétrica en clordbrmo, el uso de — 
este disolvente para eluir supone una considerable simplificación, 
pues el eluato puede recogerse directamente en un tubo coltfsimétri-
co debidamente aforado y añadir sobre él los reactivos de Tchugaeffo 
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C u a d r o I I I 0 1 
Reproductividad del método cromatográfico. 
Muestra 1 
Determinación 
numero mgr/lQQ gr 
Mué s t r a Muestra 3 Muestra 4 



























5,8 19,2 33,3 42,4 
1,16 3,84 6,66 10,6 10,8 
0,056 0,099 0,192 0,163 0,510 
100 - 4 — f0 4,8 2 , 6 2 , 9 1,5 4,7 
IIIo 3«3o3 Reproductividado 
Según se deduce del cuadro III»1.1a reproductividad de 
los resultados obtenidos por el método que tratamos/ es más satisfac^ 
toria que la de los métodos ensayados en el capitulo II, especial-
mente para contenidos bajos en palmitato de sitosterol 
III• 3.3*4 Aplicación a pastas obtenidas de mezclas de T« aestivum 
y T» durum0 
Para, completar la comparadón de este método con los — 
estudiados en el capitulo II lo hemos aplicado a una serie de pas-
tas obtenidas de mezclas de una variedad de T. aestivum (fíojo) y — 
otra de T, durum (Andalucía) en la, que ya se habían ensayado deichos 
métodos» Los resultados se exponen en el cuadro III.2 y en la figu-
ra 111.10o 
Los valores obtenidos por el método cromatográfico se — 
ajustan mejor a la ley de las mezclas,(incluso para, proporciones — 
bajéis de T. aestivumyy son más elevados que los obtenidos por el ml^ 
todo Matweef modificado. Esto confirma la concisión de que la se-
paración del palmitato de sitosterol a partir del extracto acetóni_ 
co por precipitación a —5eC no es cuantitativa» 
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Contenido en palmitato de si tos tero 1 de la serie Rojo — Andalucía 
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I I I o 4 C o n c l u s i o n e s 
IIIo4o1 La técnica cromatográfica desarrollada para 
l a separación del palmitato de s i t o s t e r o l a p a r t i r del extracto 
etéreo de la pasta molida es se lec t iva y cuant i ta t iva tanto a — 
escala micro como a escala prepara t iva . 
III4o2 El procedimiento de estimación semicuantitati_ 
va sobre la placa cromatográfica es sa t i s fac to r io cuando no es 
necesaria gran precisióno Su aplicación a una se r ie de varieda 
des de T. durum y T. aestivum confirma la conclusión IIo4o3° 
I I I «4e3 I*& determinación cuant i ta t iva sobre l a placa — 
por densitometria de reflexión constituye un método rápido y se 
guro que ofrece grandes ventajas sobre l a densitometria de t rans 
misión sobre l a ampliación fotográfica de l a placa. 
IIIo4o4 ka valoración colorimétrica del palmitato de 
s i t o s t e r o l i separado por cromatografía en capa fina a escala pre_ 
parat iva y eluido con cloroformo.es un método a l a vez simple y 
altamente reproduct ible . Su aplicación a pastas obtenidas de — 
mezclas de T« durum y T0 aestivum dá resultados que se ajustan 
a la ley de mezclas0 
IVo KSSIB/ISN Y CONCLUSIONES© 
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IVo Resumen y oonclusiones0 
Para- establecer una característica bioquímica como 
carácter específico diferencial es necesario desarrollar previa-
mente un método adecuado para su análisis. 
Las observaciones de Walde y ¡/[ángel (1930) sugirie-
ron la posibilidad de que la presencia de palrnitato de sitosterol 
fuera» un carácter específico de T. aestivum. Matweef (1952) — 
propuso un método para valorar dicha sustancia por pesada y por 
oolorimetría después de separarla de los extractos aoetonicos de 
la pasta molida 'gotf precipitación a baja temperatura. Este méto-
do ha sido aplicado por Fabriani y Fratoni (1953)5 Montefredine 
y Laporta (1955) Alliot (1957), Brogloni (1957) , Zoobovsky (1958) 
Guilbot (1961) y García Faure y col (1964)5 quemes han llegado a 
conclusiones contradictorias, siendo la más generalizada la de que 
dicho método es inadecuado para establecer si existen diferencias 
significativas en el contenido en esta sustancia de las especies 
T. aestivum y T. durum» 
Se ha realizado un minucioso estudio crítico ddl méto-
do, llegándose a las conclusiones siguientes: 
a) El procedimiento de aislamiento del palrnitato de — 
sitosterol no es selectivo9 ya que se ha demostrado que el preci-
pitado que se obtiene a baja, temperatura incluye también palrnitato 
de sitostanol (20;4—28^ de la fracción cristalina que precipita) y 
punciones no cristalinas del extracto acetonico, que pueden repre-
sentar hasta un 2Q% del precipitado total. En consecuencia la de-
terminación gravimétrica, dá cantidades de palrnitato de sitosterol 
superiores a las realmente ¿lisiadas. 
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b) La determinación colérimétrioa del pa.lmita.to de — 
sitosterol por la. reacción de Liebermann—Burchard, realiza.da se-
gún Matweef, es inadecuada. Los resultados no son ni comparables^ 
ni reproduotibles porque la forma de preioarar el reactivo no per-
mite su norma.liz. .cion y la densidad óptica es sumamente inestable 
en las condiciones en que se realiza la detei-minaciono 
c) S3í VTO ce dimiento de aisla.r.iiento no es cuantitati_ 
vo pues se lia comprobado que el palmitato de sitosterol sigue sien_ 
do algo soluble en acetona a — 59G y , en consecuencia la precipita^ 
ción no es total. 
Tras ensayar numerosas modificaciones se ha propuesto 
uii método modificado que presenta indudables ventajas con respec-
to a los anteriores en lo que reproductibilidad se refiere, si — 
bien se ha observado que los resultados obtenidos para bajos con-
tenidos en sitosterol están por debajo de los esperados. 
La aplicaci6n de este método a va.riedades de T. durum y 
T. aestivum ha permitido encontrar diferencias significativas entre 
estas especies. El contenido en palmitato de sitosterol es un buen 
índice de la presencia de T. aestivum en las pastas a,limenticia.s. 
Un contenido ba. jo en esta sustancias no garantiza la. pureza de la 
pasta, pues se han. encontrado algunas va.riedades de G?. aestivum — 
con contenidos tan be. jos como las de T. durum o 
Se han propuesto nuevos métodos de análisis para el — 
palmitato de sitosterol basacLos en una. técnica, de separación croma 
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tográjfioa en capa fina desarrollada por nosotros que es a 1- — 
vez selectiva y cuantitativa<> 
A escala micro se valora esta sustancian» -Oor den si 
tometria o por comparación directa con una escala de padrones 
A escala preparativa se valora el palmitato separa-
do y eluído por la reacción colorimetrioa de Tckuga eíx". La — 
comparación de este método con los anteriores ha permitido esta 
blecer sin lugar a dudas su ventajas en todos los as-oeetos. 
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